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論文内容の要旨
細菌細胞表層の構築と機能とを探究してゆく際の有力な手段に、細胞壁溶解酵素の利用がある。細
菌細胞壁の基礎構造である peptidoglycan (P G) を解体する酵素は現在では数多く知られているが、
Streptomyces sp. L-3 菌が作る酵素は、その二塩基アミノ酸が α，イー diaminopimelic acid (D A 
P) である PG に作用して peptide subunit 間のーD-Ala-meso-DAP -結合を切断する点、で、類例
の少い酵素である。しかし L-3 菌の培養炉液中には、 glycan と peptide との結合を開裂する
ーMurNAc → L-Ala -amidase 作用、-D A P -car boxy lamide およびー iso-glutamin (iso -Gln) を脱
アミドする活性も存在し、さらに蛋白質分解作用がみられる。
この研究において申請者は、これらの活性をになう酵素蛋白質、特にーD-Ala-meso-DAP-endｭ
opeptidase を単離しようと試みた。
すなわちし3菌の培養上清を硫安塩析により濃縮してえた粗酵素を、まず0.05M リン酸緩衝液 (pH
8.0) と平衡化した DE A E -cellulose カラムを用いる negative adsorption によって部分精製した。
ついでこれを、 O.OlM リン酸緩衝液 (pH7.0) と平衡化した CM -cellulose カラムにかけ、 上記緩衝
液で溶出後， 0.2 M に至る食塩の linear gradient elution を行い、 C.diphtheriae (C . d.)全菌溶
解作用を示す素通りのA ，食塩の gradient によりクロマトされるB むよびC の 3 画分を分離した。
画分A は L. plantarum (L. p.) 細』包壁に作用して、 Glu 残基1 .0モル当り(以下同じ) 0.8モルのN 末
Ala 、ならびに約 0 .45モルずつの a--NH 2 - DAP と C 末 Ala とを遊離させ、またC 末端アミノ酸と
して検出される DAP残基を 0.3モル増加させた。画分B の作用では、 o .4~0 .5モルずつの a--NH2-
DAP と C 末 Ala との遊離が認められたが、 N末 Ala ならびにC 末 DAP には変化がなかった。すな
わち画分A は -MurNAc→ L-Ala -amidase ，由 D-Ala • meso -DAP -endopeptidase , -DAP-
CONH2 amidase の 3 種の活性を、画分B はー D-Ala • meso DAP -endopeptidase 活性のみを示
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した。画分B の endopeptidase 作用は L.p. 細胞壁の Chalaropsis 酵素による溶解物より得た
disaccharide -tetrapeptide (di -or monoamide) ー tripeptide (di -or triamide) -disaccharide を
基質としても確認された。なお画分 C の全菌溶解活性は、この画分に存在する caseinase 活性によ
るものであった。 caseinase 活件は画分A にも認められた。
次に画分A 、 B およびC を isoelectric focusing 法により更に分画した。画分B では C.d. 全菌を
溶解する Ip 7.85 と 1 1. 03 との 2 つのフラクションがえられたが、 L.p. 細胞壁および前記可溶性基質
を用いて検定した結果、前者は両基質のいずれからも o .4 ~0 .46モルずつの a--NH2 -DAP およびC
末Ala を遊離させるがN 末 Ala の遊離を結果しないこと、他方後者は L.p. 細胞壁、前述の可溶性基
質のいずれにも作用せず、したがってその溶菌作用はこの画分に存在する caseinase による“見掛け"
上のものであることが示された。
画分A については、 disaccharide-tr匂eptide diamide に作用して NH2 基を遊離させる 1p 5.98、
6.25b'よび6.82のフラクションがえられたD このうち Ip 5.98、 6.82のフラクションは tripeptide
diamide にもイ乍用してその -DAP -CONH2 およびーiso-Gln を目見アミドし、かっDA P -diamide 、
iso -Gln 、 Leu-amide からも NH2 基を遊離させる活性を示した ( DAP -diamide からは DAP-
monoamide およびDAP が生成したL しかし両フラクションともに Gln ， DAP -monoamide (D 園中
心の CONH2 ) には作用しなかったO 他方 Ip 6.25のフラクションはーMurNAc→L-Ala-amidase 
の基質となりえない tr匂eptide diamide には作用したかった。なおこれら 3 画分は、 L.p. 細胞壁に
単独で、は殆ど作用しないが、 Ip 7.85 の endopeptidase を添加すると N末 Alaを遊離させること、
disacharide -tripeptide diamide からも N末 Ala を遊離させた。
結論として次の諸点が明らかにされた。 (l)Streptomyces sp. L-3 菌が産生する酵素(複数)の
うち、細胞壁 pep tidoglycan のー D-Ala →meso 四 DAP- 結合を加水分解する特異な endopeptidase
を Ip 7.85の蛋白質フラクションとして分離した。 (2) ー MurNAc→L-Ala amidase は endopeptidase
作用を全く欠く Ip 5.98、 6.25 および 6.82 のフラクションにその活性が検出された。このうち Ip
6.25のフラクションについては、次項にのべるアミダーゼ活性は微弱であった。 (3)DAP -CONH2む
よび Glu国 CONH2 に対・する amidase は Ip 5.98および6.82のフラクションとしてえられた。その作用
は、 DAP では L田中心の CONH2 、 Gluでは αー CONH2 に限られ、ロイシンアミノペプチダーゼと
同様な基質特異性を示した。
論文の審査結果の要旨
片山剛君はこの研究において、細菌細胞壁ペプチドグリカンの -D- アラニル→meso -α，イージアミ
ノピメリン酸(DAP) ー結合を開裂し溶菌作用を発揮する Streptomyces sp. (L-3 菌)の“酵素"を分
画・精製し、他に類例の少い、上述のエンドペプチダーゼを少くとも作用の面からみて純化すること
に成功した。またL-3 菌が作る N-アセチルムラミル→L-アラニンアミダーゼ、ならびにDAP-
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カルボキシアミドおよびイソグルタミンアミダーゼの性状の重要な部分を明らかにした。
片山君の業績は、“DAP 型"の細胞壁ペプチドグリカンを持つ細菌種の細胞表層の構築と機能との
解明に多大の寄与をもたらすことが予想される貴重なもので、本論文は歯学博士の学位請求論文とし
て十分な価値を有するものと認める。
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